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^ = (57) Abstract: The invention relates to a method for identifying, quantifying and/or characterizing an analyte (10) contained in a 
= first liquid. Said method is characterized by the following steps: a) bringing the analyte (10) into contact with a first probe (20) 
== and with a second probe (22), each probe having an affinity to the analyte (20), and incubating the analyte. The affinity of the first 
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identified in an electrochemically specific manner, d) separating the first probe (20) and second probe (22) that are bound to the 
~a analyte (10); e) detecting a first electrochemical signal Sil, which is caused by the separated first probe (20) or by the first marker 
(24) and detecting a second electrochemical signal Si2 caused by the separated second probe (22) or by the second marker (26), and; 

f) identifying, quantifying and/or characterizing the analyte (10) by using a ratio between the first Sil and the second signal Si2. 

^ (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweisen, Quantifizieren und/oder Charakterisieren eines in 
^ einer ersten Flussigkeit enthaltenen Analyten (10) mit folgenden Schrittema) Inkontaktbringen und Inkubieren des Analyten (10) 
^ mit jeweils einer eine Affinitat zu dem Analyten (10) aufweisenden ersten (20) und zweiten Sonde (22), wobei die Affinitat der erste 
ID Sonde (20) durch eine spezifische Affinitat zu mindestens einer ersten Bindungsstelle (12) des Analyten (10) bewirkt wird und das 
^ Inkubieren unter Bedingungen erfolgt, unter denen die erste (20) und die zweite Sonde (22) an den Analyten (10) binden, b) Mar- 
^® kieren der ersten Sonde (20) durch mindestens einen elektrochemisch spezifisch nachweisbaren ersten Marker (24), zumindest wenn 
^ sie nicht bereits elektrochemisch spezifisch nachweisbar ist,c) Markieren der zweiten Sonde (22) durch mindestens einen elektro- 

chemisch spezifisch nachweisbaren zweiten Marker (26), zumindest wenn sie nicht bereits elektrochemisch spezifisch nachweisbar 
2 ist » d ) Absondem der an den Analyten (10) gebundenen ersten (20) und zweiten Sonde (22), e) Detektion eines durch die abgesonderte 

erste Sonde (20) oder den ersten Marker (24) verursachten ersten elektrochemischen Signals Sil und eines durch die abgesonderte 
Q zweite Sonde (22) oder den zweiten Marker (26) verursachten zweiten elektrochemischen Signals Si2 und f) Nachweisen, Quanti- 
^ fizieren und/oder Charakterisieren des Analyten (10) mittels eines Vernal misses zwischen dem ersten Sil und dem zweiten Signal 
& Si2. 
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Verfahren zum Nachweisen, Quantif izieren und/oder Charakteri- 
sieren eines Analyten 



5 Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweisen, Quanti- 
fizieren und/oder Charakterisieren eines Analyten in einer 
Flussigkeit . 

Aus Sawada, K. et al . (2000), Analytical Biochemistry 286, 

10 Seiten 59 bis 66 ist ein Verfahren zum Nachweis einer Tri- 
plet-Ausdehnung bekannt . Das Verfahren beruht auf dem Nach- 
weis der Triplet -Ausdehnung im Patientengenom durch Hybridi- 
sierung mit einer Digoxigenin-markierten Sonde. Die Sonde 
wird fur eine Southern-Hybridisierung eingesetzt. Gebundene 

15 Sonde wird durch Bindung eines mit alkalischer Phosphatase 

markierten Anti-Digoxigenin-Fab-Fragments und anschlieSendem 
Nachweis der alkalischen Phosphatase durch eine Chemilumines- 
zenz-Reaktion detektiert. Die Zahl der Triplet -Wiederholungen 
wird aus der Intensitat des dabei erzeugten Signals auf Grund 

20 eines linearen Zusatnmenhangs zwischen der Intensitat und der 
Anzahl der Triplet -Wiederholungen abgeschatzt. Nachteilig bei 
diesem Verfahren ist, dass es nicht besonders sensitiv und 
durch die vielen Verf ahrensschritte - 1. Bindung der Sonde, 
2. Bindung des Antikorpers, 3- Nachweis des Antikorpers durch 

25 Enzymreaktion - verhaltnismaSig storanfallig ist. 

Ein weiteres Verfahren zum Nachweisen einer ausgedehnten Nu- 
kleotidwiederholung in genomischer DNA ist aus der US 
5,695,933 A bekannt. Dabei wird isolierte genomische DNA mit 

30 miteinander ligierbaren und zur Nukleotidwiederholung komple- 
mentaren Oligonukleotiden in Kontakt gebracht, so dass eine 
Hybridisierung stattfindet. Die hybridisierten Oligonukleoti- 
de werden miteinander ligiert, so dass ein Multimer der hy- 
bridisierten Oligonukleotide entsteht. Die genomische DNA 

35 wird von dem damit hybridisierten Multimer durch Denaturie- 
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rung getrennt. AnschlieSend wird die Hybridisierung und die 
Ligation solange wiederholt , bis man eine fur eine Detektion 
ausreichende Menge an Multimeren erzeugt hat. Bei dem Verfah- 
ren konnen auch unterschiedliche Olgigonukleotide eingesetzt 
werden. Nachteilig ist dabei, dass die ausgedehnten Nukleo- 
tidwiederholungen nur durch die Lange der gebildeten Multime- 
re nachgewiesen werden konnen. Dazu ist eine gelelektrophore- 
tische Analyse der Multimere erf orderlich. Dadurch ist das 
Verfahren verhaltnismafiig aufwandig. 

Mit elektrochemischen Verfahren konnen redoxaktive Analyte 
untersucht und spezifiziert werden. Die Umsetzung der Analyte 
findet an einer Arbeitselektrode statt . Zur stromlosen Mes- 
sung der Spannung wird eine Ref erenzelektrode verwendet . Der 
uber die Arbeitselektrode flieSende Strom Oder die Spannung, 
welche zwischen der Arbeits- und der Ref erenzelektrode ab- 
fallt, wird uber eine Gegenelektrode gesteuert. Die elektro- 
chemische Detektion von Analyten kann potentiometrisch oder 
amperometrisch erfolgen. In einem potent iometrischen Messpro- 
tokoll wird die uber der Arbeits- und Ref erenzelektrode ab- 
fallende Spannung zeitabhangig gemessen. Wahrend dieser Mes- 
sung kann ein kontrollierter Stromverlauf angelegt werden. Im 
Falle eines konstanten Stroms wird diese Messung als Kon- 
stantstrom-Chronopotentiometrie bezeichnet . Die Untersuchung 
von an einer Arbeitselektrode adsorbierten oder komplexierten 
Analyten mittels Konstantstrom-Chronopotentiometrie wird auch 
als Konst ant strom-Potent iometrische-Stripping-Analyse (KSPSA) 
bezeichnet . Die Kathodische-Konstantstrom-Potentiometrische- 
Stripping - Analyse beinhaltet ein Verfahren in dem durch das 
Anlegen eines positiven Stromes sukzessive Analyte oxidiert 
werden. Aus diesen spannungsabhangigen Oxidationsreaktionen 
kdnnen Ruckschlusse auf oxidierbare Analyte gezogen werden. 
Die Anodische -Konstant strom- Potent iometrische-Str ipping-Ana- 
lyse beinhaltet ein Verfahren, bei dem ein negativer Strom 
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angelegt wird, um aus dem erhaltenen Spannungsverlauf Ruck- 
schlusse auf reduzierbare Analyte schlieSen zu konnen. 

In einem amperometrischen Messprotokoll wird die Spannung, 
5 welche zwischen der Referenz- und der Arbeitelektrode ab- 

fallt, uber eine Gegenelektrode nach einem vorgegebenen Pro- 
tokoll verandert . Gleichzeitig wird der Strom gemessen, wel- 
cher uber die Arbeitselektrode fliefit. Je nach angelegter 
Spannung konnen redoxaktive Analyte reduziert oder oxidiert 

10 werden. Durch eine Auswertung des Stromverlauf s konnen Ruck- 
schltisse auf die Analyte gezogen werden, Ein elektrochemi- 
sches Messverfahren mit einer stationaren Arbeitselektrode, 
in welchem eine Strom- Spannungskennlinie aufgenommen wird, 
wird auch als Voltammetrie und die zugehorige grafische Dar- 

15 stellung als Voltammogramm bezeichnet . Fur sehr sensitive 

Messungen von Redoxprozessen wurden spezielle Messprotokolle 
entwickelt, bei welchen neben den Redoxprozessen stattfinden- 
de die Messung beeinf lussende kapazitive Prozesse weit gehend 
unterdruckt werden. Ein sehr effizientes Messprotokoll ist 

20 die Dif f erenzielle-Puls-Voltammetrie (DPV) . 

Aus der US 6,100,045 ist ein Verfahren zum Nachweisen eines 
Analyten bekannt . Dabei wird der Analyt mit einer redoxakti- 
ven Substanz markiert und an eine feste Phase gebunden. Bei 

25 der festen Phase kann es sich um magnet ische Mikropartikel 

handeln. Die feste Phase ist in der Nahe einer Elektrode an- 
gebracht. Mittels der redoxaktiven Markierung wird die Bin- 
dung des Analyten an die feste Phase als amperometrisches Si- 
gnal uber die Elektrode nachgewiesen. - Das bekannte Verfah- 

3 0 ren kann vor allem Inf ormationen uber das Vorhandensein des 
Analyten, kaum aber uber dessen Eigenschaf ten lief em. Wei- 
terhin ist es nicht besonders sensitiv. Zu dessen Durchfuh- 
rung ist eine relativ kompliziert aufgebaute Vorrichtung er- 
f order lich. 

35 
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Aus der US 5,871,918 A und der US 6,346,387 Bl ist es be- 
kannt, einen Analyten, z. B. eine DNA, mit einer an eine * 
Elektrode gebundenen Fanger- Sonde zu hybridisieren. Nach dem 
Inkontaktbringen des Analyten mit einer Reporter-Sonde er- 
5 folgt der elektrochemische Nachweis der Hybridisierung. Dazu 
werden die Basen einer Reporter-Sonde nach der Bindung an die 
Ziel-DNA mit Ubergangsmetallkomplexen zu elektrochemisch 
nachweisbaren Markern umgesetzt. Dabei werden auch Basen der 
Ziel-DNA umgesetzt und erzeugen beim Nachweis ein elektroche- 
10 misches Signal. Das beschrankt die Nachweisempf indlichkeit 
dieses Verf ahrens . 

Aus Marrazza, G. et al . (2000), Clinical Chemistry 46:1, Sei- 
ten 31 bis 37 ist ein Verfahren zum elektrochemischen Nach- 

15 weis von PCR-Produkten bekannt . Dabei wird eine an einer 

Elektrode immobilisierte Fanger-DNA mit PCR-amplif izierter 
DNA unter Hybridisierungsbedingungen in Kontakt gebracht . Die 
Hybridisierungsreaktion an der Elektrodenoberf lache wird 
durch chronopotentiometrische Stripping-Analyse unter Verwen- 

20 dung von Daunomycin als Indikator verf olgt . Nachteilig bei 

diesem Verfahren ist, dass es stets eine Kopplung der Fanger- 
DNA an die Elektrode erfordert und diese Elektrode dann nur 
zum Nachweis eines bestimmten Analyten geeignet ist. 

25 Aus Authier et al . , (2001), Anal. Chem. 73, Seiten 4450 bis 
4456 ist es bekannt, eine Nukleinsaure als Ziel-DNA unspezi- 
fisch an einer inneren Oberf lache eines GefaSes zu binden. 
Die Ziel-DNA wird mit einer mit einem Goldpartikel markierten 
Oligonukleotid als Reporter-Sonde hybridisiert . Die Reporter- 

3 0 Sonde wird elektrochemisch unter Verwendung von einmalig zu 
verwendenden Mikroband-Elektroden nachgewiesen. Dieses Ver- 
fahren hat zahlreiche Nachteile. Die Verwendung eines GefaSes 
zum Binden der Ziel-DNA macht es unmoglich, die Ziel-DNA in 
einem kleinen Volumen zu konzentrieren . Das beschrankt die 

35 Nachweisempf indlichkeit . Weiterhin kann die unspezif ische 
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Bindung von Substanzen, insbesondere der Reporter-Sonde, an 
die innere Oberf lache des GefaSes zu einem hohen Hintergrund- 
signal und einer Wechselwirkung mit der elektrochemischen De- 
tektion fuhren. 

5 

Aus der WO 93/20230 ist ein polarograf isches elektrochemi- 
sches Verfahren zum Nachweis einer DNA-Hybridisierung be- 
kannt. Bei diesem Verfahren wird eine Elektrode zunachst mit 
einzelstrangiger DNA in Kontakt gebracht und ein polarograf i- 

10 sches Signal fur diese einzelstrangige DNA gemessen. An- 

schlieSend wird eine Oligonukleotid-Sonde unter Hybridisie- 
rungsbedingungen hinzugefugt, uberschiissiges Reagenz entfernt 
und ein polarograf isches Signal ermittelt . Durch Vergleich 
der beiden ermittelten Signale kann festgestellt werden, ob 

15 es zu einer Hybridisierung gekommen ist. Mit dem Verfahren 
konnen nur wenige Inf ormationen uber die Eigenschaf ten der 
untersuchten DNA gewonnen werden. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
2 0 der Technik zu beseitigen. Es soli insbesondere ein moglichst 
schnell und einfach durchf uhrbares Verfahren mit hoher Sensi- 
tivitat zum Nachweisen, Quant if izieren und/oder Charakteri- 
sieren eines Analyten angegeben werden. Das Charakterisieren 
kann dabei z. B. im Hinblick auf die Lange bzw. GroSe des 
25 Analyten erfolgen. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 2 
gelost. ZweckmaSige Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 3 bis 33. 

30 

Nach MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweisen, 
Quantif izieren und/oder Charakterisieren eines in einer er- 
sten Flussigkeit enthaltenen Analyten mit folgenden Schritten 
vorgesehen : 



35 
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a) Inkontaktbringen und Inkubieren des Analyten mit jeweils 
einer eine Af finitat zu dem Analyten aufweisenden ersten und 
zweiten Sonde, wobei die Af finitat der erste Sonde durch eine 
spezifische Affinitat zu mindestens einer ersten Bindungs- 

5 stelle des Analyten bewirkt wird und das Inkubieren unter Be- 
dingungen erfolgt, unter denen die erste und die zweite Sonde 
an den Analyten binden, 

b) Markieren der ersten Sonde durch mindestens einen elek- 

10 trochemisch spezifisch nachweisbaren ersten Marker, zumindest 
wenn sie nicht bereits elektrochemisch spezifisch nachweisbar 
ist , 

c) Markieren der zweiten Sonde durch mindestens einen elek- 
15 trochemisch spezifisch nachweisbaren zweiten Marker, zumin- 
dest wenn sie nicht bereits elektrochemisch spezifisch nach- 
weisbar ist, 

d) Absondern der an den Analyten gebundenen ersten und zwei- 
2 0 ten Sonde, 

e) Detektion eines durch die abgesonderte erste Sonde oder 
den ersten Marker verursachten ersten elektrochemischen Si- 
gnals und eines durch die abgesonderte zweite Sonde oder den 

2 5 zweiten Marker verursachten zweiten elektrochemischen Signals 

und 

f) Nachweisen, Quant if izieren und/oder Charakterisieren des 
Analyten mittels eines Verhaltnisses zwischen dem ersten und 

3 0 dem zweiten Signal. 

Weiterhin ist ein Verfahren zum Nachweisen, Quantif izieren 
und/oder Charakterisieren eines in einer ersten Flussigkeit 
enthaltenen Analyten mit folgenden Schritten vorgesehem 

35 
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a) Inkontaktbringen und Inkubieren des Analyten mit jeweils 
einer eine Affinitat zu dem Analyten aufweisenden ersten Son- 
de, wobei die Affinitat der erste Sonde durch eine spezifi- 
sche Affinitat zu mindestens einer ersten Bindungsstelle des 
Analyten bewirkt wird und das Inkubieren unter Bedingungen 
erfolgt, unter denen die erste Sonde an den Analyten bindet, 

b) Markieren der ersten Sonde durch mindestens einen elek- 
trochemisch spezifisch nachweisbaren ersten Marker, zumindest 
wenn sie nicht bereits elektrochemisch spezifisch nachweisbar 
ist , 

c) Markieren des Analyten durch mindestens . einen elektroche- 
misch spezifisch nachweisbaren zweiten Marker, zumindest wenn 
der Analyt nicht bereits elektrochemisch spezifisch nachweis- 
bar ist, 

d) Absondern des von der ersten Sonde gebundenen Analyten 
und der von dem Analyten gebundenen ersten Sonde, 

e) Detektion eines durch die abgesonderte erste Sonde oder 
den ersten Marker verursachten ersten elektrochemischen Si- 
gnals und eines durch den abgesonderten Analyten oder den 
zweiten Marker verursachten zweiten elektrochemischen Signals 
und 

f ) Nachweisen, Quantif izieren und/oder Charakterisieren des 
Analyten mittels eines Verhaltnisses zwischen dem ersten und 
dem zweiten Signal . 

Der Begriff "Analyt" umfasst insbesondere einzel- oder dop- 
pelstrangige Nukleinsauren, Proteine und sonstige Biomoleku- 
le. Bei der ersten oder zweiten Sonde kann es sich um mono- 
klonale oder polyklonale Antikorper, Antikorperf ragmente , Re- 
zeptoren, Nukleinsauren oder Liganden handeln. Unter "Nu- 
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kleinsauren" im Sinne dieser Erfindung sind neben DNA und RNA 
auch Nukleinsaureanaloga wie Peptidnukleinsauren (PNA) sowie 
Hybride und Chimare aus DNA und RNA und Analoga von Nuklein- 
sauren zu verstehen. 

5 

"Spezif isch" im Hinblick auf die elektrochemische Nachweis- 
barkeit bedeutet, dass die erste oder zweite Sonde, der Ana- 
lyt Oder der erste oder zweite Marker jeweils elektroche- 
misch, d.h. durch eine Redoxreaktion, getrennt voneinander 

10 und gegebenenf alls von anderen, z. B. weiteren in der ersten 
Fliissigkeit enthaltenen, Substanzen nachgewiesen werden kon- 
nen. Das kann durch ein spezifisches Signal moglich sein oder 
dadurch, dass das Signal in anderer Weise von anderen Signa- 
len, insbesondere auch Hintergrund- oder Storsignalen, diffe- 

15 renziert werden kann. Das ist z. B. durch ein dif f erenzielles 
Ablosen der ersten Sonde und/oder Auf reinigungsprozesse mog- 
lich. 

Zum spezifischen Nachweisen konnen die erste und/oder zweite 

2 0 Sonde und/oder der Analyt jeweils durch mindestens einen 

elektrochemisch nachweisbaren Marker bzw. eine elektroche- 
misch nachweisbare Markergruppe markiert werden. Durch Mar- 
kierung mit mehreren Markern bzw. Markergruppen konnen deut- 
lich intensivere Signale erzeugt werden als mit einem elek- 

25 trochemisch selbst nachweisbaren Analyten oder einer elektro- 
chemisch selbst nachweisbaren Sonde. Die Sensitivitat und die 
Spezif i tat des Verfahrens konnen dadurch erhoht werden. Auch 
wenn der Analyt oder die Sonde ohne Markierung elektroche- 
misch nachweisbar sind, wie z. B. Nukleinsauren, welche eine 

30 Purinbase, wie Guanin oder Adenin enthalten, konnen sie mar- 
kiert werden. Das Markieren kann dadurch erfolgen, dass ein 
elektrochemisch nachweisbarer Marker uber ein Af f initatsmole- 
kiil, z. B. Avidin, an einem an dem Analyten oder der ersten 
oder der zweiten Sonde angeordneten dazu korrespondierenden 

3 5 Af f initatsmolekul, z. B. Biotin, bindet. Unter einem Affini- 
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tatsmolekiil wird ein Molekul verstanden, welches eine spezi- 
fische hohe Affinitat zu einem korrespondierenden weiteren 
Af f initatsmolekul aufweist. Die Markierungsschritte lit, b 
und lit. c mussen vor Schritt lit. e, konnen aber jeweils vor 
5 oder nach Schritt lit. a oder lit. d durchgefuhrt werden. 

Die Bindung der zweiten Sonde kann spezifisch oder unspezi- 
fisch erfolgen. Bei einem aus Nukleinsaure bestehenden Analy- 
ten wird unter einer spezifischen Bindung bevorzugt eine se- 

10 quenzspezif ische Hybridisierung verstanden. Es kann sich da- 
bei auch urn eine sequenzspezif ische Bindung eines Proteins 
handeln. Die Bindung einer aus Nukleinsaure bestehenden er- 
sten oder zweiten Sonde an einen aus Nukleinsaure bestehenden 
Analyten kann auch uber eine Hoogsteen-Basenpaarung, welche 

15 eine Triplex- St ruktur bildet, erfolgen. Dies geschieht bevor- 
zugt bei einer Bindung von PNA an einen aus doppelstrangiger 
DNA bestehenden Analyten. Als zweite Sonde kann z. B. ein se- 
quenzunabhangig an den Analyten bindender Nukleinsaureindika- 
tor, wie ein DNA-Interkalator , dienen. 

20 

Unter dem Absondern wird ein weitgehendes Trennen der gebun- 
denen von den ungebundenen ersten bzw. zweiten Sonden oder 
des gebundenen vom ungebundenen Analyten verstanden. Es kann 
z. B. durch Abbau ungebundener erster oder zweiter Sonden 

2 5 oder des ungebundenen Analyten oder durch Zentrif ugieren, 

Binden oder Waschen erfolgen. Das Trennen der gebundenen von 
der ungebundenen ersten Sonde und des von der ersten Sonde 
gebundenen Analyten von dem ungebundenen Analyten kann auch 
in einem Schritt erfolgen, z. B. indem der gebildete Komplex 

3 0 aus Analyt und erster Sonde abzentrif ugiert oder gebunden und 

anschlieSend gewaschen wird. Beim Waschen wird der Komplex in 
einer weiteren Flussigkeit aufgenommen. Die Detektion des er- 
sten und des zweiten Signals kann gleichzeitig oder nachein- 
ander und mit ein und demselben oder verschiedenen elektro- 
3 5 chemischen Verfahren erfolgen. Die Detektion umfasst gegebe- 
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nenfalls auch ein Quantif izieren der Signale. Das kann auch 
eine mathematische Operation, insbesondere eine Integration, 
beinhalten. 

5 Das wesentliche Merkmal des erf indungsgemaSen Verfahrens be- 
steht darin, dass zwei fur den Analyten charakteristische 
elektrochemische Signale erzeugt werden, die zueinander ins 
Verhaltnis gesetzt werden. Dieses Verhaltnis erlaubt spezifi- 
sche Aussagen liber den Analyten, welche durch die blofce Hy- 

10 bridisierung mit nur einer ein Signal erzeugenden Sonde nicht 
oder nur mit zusatzlichen Aufwand, wie etwa einer Gelelektro- 
phorese, moglich waren. Das Verfahren ist besonders gut ge- 
eignet, urn eine Nukleinsaure durch ihre Lange zu charakteri- 
sieren. Wird das zweite Signal beispielsweise durch einen 

15 DNA-Interkalator als zweite Sonde verursacht und weist die 

DNA eine spezifische Bindungsstelle fiir eine erste Sonde auf, 
so gibt das Verhaltnis des ersten Signals zum zweiten Signal 
Auskunft uber die Lange der Nukleinsaure. Weiterhin kann die 
Lange von Nukleinsauren mit sich haufig wiederholenden Se- 

20 quenzen bspw. dadurch bestimmt werden, dass die erste Sonde 
spezifisch an eine nur einmal in dem Molekul vorkommende Se- 
quenz bindet wahrend die zweite Sonde spezifisch an die sich 
wiederholenden Sequenzen bindet. Das erste Signal kann fur 
das zweite Signal einen internen Standard darstellen, der, 

25 insbesondere wenn ein zu erwartendes erstes Signal bekannt 

ist, eine Dif f erenzierung eines spezifischen Anteils von ei- 
nem unspezif ischen Anteil des zweiten Signals erlaubt. Da- 
durch wird eine hohe Sensitivitat bzw. Spezifitat des Verfah- 
rens erreicht. Unspezif ische zweite Signale konnen z. B. 

3 0 durch nicht restlos abgesonderte ungebundene zweite Sonden 
verursacht werden. 

Vorzugsweise wird eine zur Detektion eingesetzte Elektrode 
nicht mit der ersten Flussigkeit in Kontakt gebracht. Dadurch 
35 kann die Empf indlichkeit des Verfahrens deutlich erhoht wer- 
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den, weil in der ersten Fliissigkeit, wie z. B. Blutserum, 
enthaltene Substanzen dadurch nicht unspezifisch an die Elek- 
trode binden und bei der Detektion unspezif ische Signale er- 
zeugen konnen. Unspezif ische Hintergrundsignale konnen so 
5 weitgehend vermieden werden. Erreicht werden kann das bei- 
spielsweise indem der Analyt vor dem Schritt lit. e von der 
ersten Fliissigkeit abgetrennt und in eine zweite Fliissigkeit 
iiberfuhrt wird. Bevorzugt wird der Analyt vor Durchfuhrung 
des Schritts lit. a von der ersten Fliissigkeit abgetrennt und 

10 in eine zweite Fliissigkeit iiberf iihrt . Dadurch konnen in der 
ersten Fliissigkeit enthaltene Stoffe abgetrennt werden, die 
an die erste oder zweite Sonde binden, sie abbauen oder in 
anderer Hinsicht deren Funktion storen. Weiterhin konnen 
Stoffe abgetrennt werden, die bei der Detektion storen. Das 

15 konnen z. B. Stoffe sein, die ein ahnliches elektrochemisches 
Signal wie die erste oder zweite Sonde erzeugen. Es konnen 
auch Stoffe sein, die die Funktion der zur elektrochemischen 
Detektion verwendeten Elektroden storen. Zum Abtrennen kann 
der Analyt, insbesondere spezifisch, von einem Fanger-Molekul 

2 0 gebunden werden. 

Die Bindung des Analyten an dem Fanger-Molekul kann durch ei- 
ne, vorzugsweise sequenzspezif ische, Hybridisierung erfolgen. 
Das Fanger-Molekul kann, insbesondere vor dem Binden des Ana- 

25 lyten, an einer ersten oder zweiten Oberflache immobilisiert 
werden. Dadurch wird das Abtrennen des Analyten von der er- 
sten Fliissigkeit vereinf acht . Durch die Immobilisierung der 
Fanger-Molekiile kann der Analyt in einem kleinen Volumen an- 
gereichert werden. Das erhoht die Nachweisempf indlichkeit des 

30 Verfahrens . 

Das Fanger-Molekul kann eine Nukleinsaure, ein Analogon einer 
Nukleinsaure, insbesondere eine Peptidnukleinsaure (PNA) , ein 
Antikorper oder ein Rezeptor sein. Bevorzugt weist das Fan- 
35 ger-Molekiil ein Af f initatsmolekul , insbesondere Streptavidin, 
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Avidin oder Biotin, oder ein biotinyliertes Oligonukleotid 
auf. Dieses Af f initatsmolekul kann entweder dazu dienen, das 
Fanger-Molekul an der ersten oder zweiten Oberflache zu immo- 
bilisieren, oder den Analyten zu binden. 

5 

In einer bevorzugten Ausgestaltung enthalt die erste oder 
zweite Sonde oder der Analyt ein Aff initatsmolekul , insbeson- 
dere Biotin, Avidin oder Streptavidin. Die Af f initatsmolekiile 
sind dabei derart zu wahlen, dass es nicht zu Bindungen kom- 

10 men kann, welche die Durchfuhrung des erf indungsgemaSen Ver- 
fahrens hindern. Insbesondere soil es nicht iiber die Aff ini- 
tatsmolekiile zu Bindungen zwischen der ersten und der zweiten 
Sonde oder zu Bindungen der ersten Sonde an den Analyten kom- 
men. Dadurch ist es auf einfache Weise moglich, den Analyten 

15 von der ersten Flussigkeit abzutrennen. Weiterhin ermoglicht 
das Aff initatsmolekul ein Binden eines Markers an der ersten 
oder zweiten Sonde oder dem Analyten oder auch ein Immobili- 
sieren des Analyten. Der Analyt kann eine, insbesondere ein 
Poly-T-Ende oder ein Poly-A-Ende aufweisende, Nukleinsaure 

2 0 sein. Die Nukleinsaure kann doppel- oder einzelstrangig aus- 

gebildet sein. Auch an eine doppel st rang ige Nukleinsaure ist 
eine sequenzspezif ische Bindung, z. B. durch eine Hoogsteen- 
Bindung einer aus PNA bestehenden ersten oder zweiten Sonde 
moglich. Das Poly-T-Ende oder das Poly-A-Ende ermoglicht die 
25 Bindung des Analyten an eine eine Poly-A-Sequenz oder eine 
Poly-T-Sequenz aufweisende als Fanger-Molekul dienende Nu- 
kleinsaure, Dadurch kann der Analyt leicht aus der Flussig- 
keit abgetrennt werden. Weiterhin ermoglicht ein Poly-T-Ende 
eine Markierung mit mehreren Osmium- Komplexen. In einer be- 

3 0 sonderen Ausgestaltung des Verfahrens erfolgt das Charakteri- 

sieren durch das Bestimmen der Lange der Nukleinsaure. 

Bevorzugt wird der Analyt vor oder wahrend Schritt lit. a 
mittels einer Nukleinsaurevervielf altigungsreaktion, insbe- 
35 sondere einer PCR, vervielf altigt . Das erhoht die Sensitivi- 
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tat des Verfahrens deutlich. Als Analyt wird dann im Wesent- 
lichen das Produkt der Vervielf altigungsreaktion nachgewie^ 
sen, quantif iziert uild/oder charakterisiert . Das gilt auch 
dann, wenn das Produkt wegen der fur die Vervielf altigungsre- 
5 aktion verwendeten Primer nicht vollig mit dem Analyten uber- 
einstimmt oder es sich um ein zu dem Analyten komplementares 
Produkt der Vervielf altigungsreaktion handelt. Bei der PCR 
kann als Primer das Fanger-Molekul oder die erste oder zweite 
Sonde dienen. Durch die PCR konnen in den Analyten spezifi- 
10 sche Bindungssequenzen eingefuhrt werden. 

Der Analyt kann vor dem Schritt lit. d, insbesondere vor dem 
Schritt lit. a an der ersten oder zweiten Oberflache immobi- 
lisiert werden. Das kann auch liber die Bindung an das Fanger- 

15 Molekiil erfolgen. Das erleichtert das Abtrennen von der er- 
sten Fliissigkeit und das Absondern gemaS lit. d, das dann z. 
B. durch Waschen der ersten Oberflache erfolgen kann. Die er- 
ste Oberflache kann die Oberflache eines, insbesondere super- 
paramagnetischen, Partikels sein. Ein superparamagnetisches 

20 Partikel kann auf einfache Weise mittels eines Magnetfelds 
abgetrennt werden. Das Partikel kann arisonsten auch durch 
Zentrifugation abgetrennt werden. Es ermoglicht eine Konzen- 
trierung des Analyten. Weiterhin ist es durch Partikel mog- 
lich, eine groSe Bindungsoberf lache bereitzustellen. Das Par- 

25 tikel weist vorzugsweise einen Durchmesser von 10 nm bis 

100 /im, insbesondere .1 bis 10 fim, auf. Diese PartikelgroSe 
ermoglicht es, die Partikel in der Flussigkeit zu suspendie- 
ren und dadurch einen intensiven Kontakt des Analyten mit der 
ersten und ggf . zweiten Sonde herzustellen. 

30 

In einem bevorzugten Ausf uhrungsbei spiel wird der Analyt vor 
Durchfuhrung des Schritts lit. a mittels eines Fanger-Mole- 
kuls an der ersten Oberflache immobilisiert . Das Fanger-Mole- 
kul kann dabei vor oder nach der Bindung an den Analyten an 
35 der ersten Oberflache immobilisiert werden. AnschlieSend er- 
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folgt ein Waschschritt , bei welchem die erste Flussigkeit 
entfernt und durch eine zweite Flussigkeit ersetzt wird. Die 
zweite Flussigkeit kann dabei so gewahlt werden, dass optima- 
le Bedingungen fiir das Binden der ersten oder der ersten und 
5 der zweiten Sonde beim Schritt lit. a gegeben sind. Schritt 
lit. d wird bevorzugt durchgef uhrt , indem der immobilisierte 
Analyt mit daran gebundener erster oder erster und zweiter 
Sonde zum Entfernen der nicht gebundenen ersten bzw. ersten 
und zweiten Sonde gewaschen wird. Dabei kann die zweite Flus- 
10 sigkeit durch eine dritte Flussigkeit ersetzt werden. Die 

dritte Flussigkeit ist dabei bevorzugt so gewahlt, dass die 
Detektion gemaE lit. e darin unter optimalen Bedingungen 
durchgef uhrt werden kann. 

15 Vorzugsweise ist die zweite Oberflache eine zur Detektion 
dienende, insbesondere einen elektrisch leitfahigen Kunst- 
stoff oder ein elektrisch leitfahiges Polymer, Quecksilber, 
Amalgam, Gold, Platin, Kohlenstoff oder Indium- Zinnoxid ent- 
haltende , Elektrode . 

20 

Bevorzugt weist die zweite Sonde eine spezifische Affinitat 
zu mindestens einer spezifischen zweiten Bindungsstelle des 
Analyten auf . Aus dem Verhaltnis zwischen dem ersten und dem 
zweiten Signal lasst sich dann eine Information uber das Ver- 

25 haltnis der Zahl der ersten zur Zahl der zweiten Bindungs- 

stellen gewinnen. Vorzugsweise weist der Analyt eine bekannte 
Anzahl erster Bindungsstellen und eine unbekannte Anzahl 
zweiter Bindungsstellen auf. Das Charakterisieren kann dann 
in dem Ermitteln der unbekannten Anzahl der zweiten Bindungs- 

30 stellen durch das Verhaltnis von gebundener ersten zu gebun- 
dener zweiten Sonde bzw. das Verhaltnis des ersten Signals 
zum zweiten Signal erfolgen. Das Signalverhaltnis bzw. die 
Zahl der daraus ermittelten zweiten Bindungsstellen kann mit 
der Lange des Analyten korreliert werden. Der Analyt kann ein 

35 DNA-Fragment sein, welches infolge einer Triplex- Ausdehnungs- 
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krankheit, wie dem fragilen X-Syndrom, der Huntingtonschen 
Krankheit, der bulbaren Muskelatrophie, der spinozerebellaren 
Ataxie Typ I, der myotonischen Dystrophie oder der Friedreich 
Ataxie, repetetive Sequenzen aufweist. Derartige Krankheiten 
5 werden ublicherweise uber eine Polymerase-Kettenreaktion mit 
anschlieSendem Southern-Blot nachgewiesen. Im Verhaltnis zum 
erf indungsgemaSen Verfahren, bei dem die repetetiven Sequen- 
zen als zweite Bindungsstellen dienen konnen, ist das sehr 
aufwandig und dauert lange. 

10 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm wird die erste Sonde von 
dem Analyten und/oder der Analyt von der ersten oder zweiten 
Oberflache zwischen Schritt lit. d und Schritt lit..e, insbe- 
sondere durch Hitzedenaturierung, chemische Denaturierung, 

15 enzymatischen Verdau oder chemischen Abbau, freigesetzt. Das 
Freisetzen von der Oberflache ermoglicht das Auf konzentrieren 
des Analyten oder der ersten Sonde in einem sehr kleinen 
Flussigkeitsvolumen und erhoht damit die Sensitivitat des 
Verfahrens. Es ermoglicht ferner einen engen Kontakt der er- 

20 sten Sonde oder des Analyten mit der zur Detektion eingesetz- 
ten Elektrode. Weiterhin ist es somit moglich die Detektion 
durchzufuhren, ohne dass die Elektrode mit der ersten Ober- 
flache in Kontakt kommt . Dadurch konnen mogliche Storungen 
der elektrochemischen Detektion durch die erste Oberflache 

25 vermieden werden. Es konnen auch Material ien als erste Ober- 
flache eingesetzt werden, welche die elektrochemische Detek- 
tion normalerweise storen wurden. Beispielsweise konnen 
Streptavidin-beschichtete Partikel als erste Oberflache und 
Cystein-markierte PNA als erste Sonde verwendet werden, ohne 

30 dass bei der elektrochemischen Detektion der Cystein- 

Markierung durch die Cystein-Reste des Streptavidins Storun- 
gen auf tret en konnen. Weiterhin ist es durch das Freisetzen 
der ersten Sonde von dem Analyten moglich, das erste und das 
zweite Signal getrennt voneinander zu detektieren. Dadurch 

35 ist die Durchfuhrung des Verfahrens auch moglich, wenn das 
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erste und das zweite Signal identisch sind, etwa weil es von 
jeweils identischen Markern verursacht wird. 

Es ist auch moglich, die erste und die zweite Sonde von dem 
5 Analyten oder die erste Sonde von dem Analyten und den Analyt 
von der ersten oder zweiten Oberflache jeweils getrennt von- 
einander freizusetzen und dann zu detektieren. Auch dadurch 
ist eine Dif f erenzierung zwischen identischen Signalen nach 
dem verursachenden Molekul moglich. Weiterhin ist eine Auf- 
10 konzentrierung in einem kleinen Flussigkeitsvolumen moglich. 

Alternativ ist es auch moglich, den ersten Marker und/oder 
den zweiten Marker, insbesondere jeweils getrennt voneinan- 
der, von der ersten und/oder zweiten Sonde oder dem Analyten 

15 freizusetzen und dann zu detektieren. Das Freisetzen kann 
durch enzymatischen Verdau oder chemischen Abbau erfolgen. 
Beispielsweise konnte der erste und/oder der zweite Marker 
jeweils uber eine Nukleinsauresequenz mit einer spezifischen 
Restriktionsschnittstelle an die erste oder zweite Sonde oder 

20 den Analyten gebunden sein. Ein spezifisches Freisetzen ist 
dann durch Restriktionsenzyme moglich. 

Die erste und/oder zweite Sonde kann eine Nukleinsaure oder 
ein Analogon einer Nukleinsaure, insbesondere eine Peptidnu- 

25 kleinsaure (PNA) , sein. Bevorzugt bindet die erste und/oder 
zweite Sonde sequenzspezif isch, insbesondere durch Hybridi- 
sierung, an den Analyten. Die Sonde kann dabei beispielsweise 
eine Nukleinsaure sein, welche komplementar zu einer Sequenz 
des Analyten ist. Bei der Sonde kann es sich aber auch urn ei- 

30 nen Antikorper handeln, welcher eine bestimmte Aminosaurese- 
quenz in einem aus einem Protein bestehenden Analyten er- 
kennt . 



35 



Das erste oder zweite Signal kann jeweils von einer durch den 
ersten oder zweiten Marker bewirkten katalytischen Wasser- 
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Stofff reisetzung verursacht werden . Bevorzugt ist der erste 
und/oder der zweite Marker reversibel reduzierbar Oder oxi- 
dierbar. Der erste oder der zweite Marker kann einen Osmium- 
Komplex, ein Nanogold-Partikel , eine Cystein-, Ferrocenyl-, 
5 Daunomyzin-, Benzochinon- , Naphthochinon- , Anthrachinon- oder 
p-Aminophenol-Gruppe oder einen Farbstoff , insbesondere Indo- 
phenol, Thiazin oder Phenazin, aufweisen. 

Bevorzugt ist die erste oder die zweite Sonde durch mehrere 
Marker markiert . Dadurch ist es moglich, eine Sonde fur ver- 
schiedene elektrochemisch unterschiedlich nachweisbare Analy- 
ten zu verwenden. Bevorzugt weist die erste oder zweite Sonde 
eine linieare Primarstruktur auf , an deren einem Ende der 
Marker angeordnet ist . Durch die endstandige Anordnung des 
Markers wird die Gefahr der Beeinf lussung der Wechselwirkung 
zwischen der ersten oder der zweiten Sonde mit dem Analyten 
minimiert . 

Die Detektion des ersten und des zweiten Signals kann an der- 
selben Elektrode und/oder durch dasselben elektrochemische 
Nachweisverf ahren erfolgen. Die Detektion erfolgt vorzugswei- 
se mittels kathodischer Stripping-Voltammetrie (CSV) , Recht- 
eckwellen-Voltammetrie, zyklischer Voltammetrie oder Chrono- 
potentiometrie. Die Detektion kann mittels eines reversiblen 
Redoxprozesses oder einer katalytischen Wasserstof f entwick- 
lung erfolgen. 

Nachfolgend wird die Erfindung anhand von Ausf uhrungsbeispie- 
len naher erlautert. Es zeigen: 
30 

Fig. 1 eine schematische Darstellung der Markierung 

einer ersten Sonde durch Osmiumtetroxid und 2, 
2 1 -Bipyridin, 



10 



15 



20 



25 
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Fig. 2a, b DPV-Voltammogramme zur Bestimmung der Nach- 
weisgrenze, 

Fig. 3a, b, c schematische Darstellung des Nachweises eines 
5 aus Nukleinsaure bestehenden Analyten durch 

Hybridisierung mit einer Osmium-markierten er- 
st en Sonde, 

Fig. 4 DPV-Voltammogramm zum Nachweis des aus Nu- 

10 kleinsaure bestehenden Analyten durch Hybridi- 

sierung mit einer Osmium-markierten ersten 
Sonde , 

Fig. 5a, b Voltammogramme einer Chronopotentiometrischen 
15 Stripping Analyse (CPSA) zur Bestimmung der 

Sensitivitat von Cystein-PNA-Sonden, 

Fig. 6a - f schematische Darstellung eines erf indungsgema- 
Sen Verfahrens mit einer ersten und einer 
20 zweiten Sonde, 

Fig. 7a - f schematische Darstellung eines erf indungsgema- 

Sen Verfahrens mit einer sequenzspef izischen 
ersten und einer sequenzunspezif ischen zweiten 
25 Sonde, 

Fig. 8a - f schematische Darstellung eines erf indungsgema- 

Sen Verfahrens, wobei eine erste Sonde und der 
Analyt zur Erzeugung elektrochemischer Signale 
30 verwendet werden und 

Fig. 9a - g eine schematische Darstellung der Bestimmung 

der Anzahl von fur eine Triplex-Krankheit spe- 
zif ischen reversiblen Sequenzen. 

35 
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Urn eine Osmium-markierte Sonde herzustellen, ist ein 97mer 
mit der Sequenz 5 -AAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA ATT CTT CTT -CTT 
CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT CTT 
CTT CTT CTT CTT CTT CTT C-3 (SEQ ID NO: 1) aus dem anliegen- 
den Sequenzprotokoll mit 2 mmol/1 0s0 4 , 2 mmol/1 2,2 ! -Bipyr- 
idin in 100 mmol/1 Tris-HCl, pH 7,0, fur 180 Minuten bei 
37° C inkubiert worden. AnschlieSend ist freies Os0 4 und 
Bipyridin durch Dialyse gegen entionisiertes Wasser fur 5 
Stunden entfernt worden. Schematisch ist die Markierung in 
Fig. 1 dargestellt. Ein Oligonukleotid, mit einer ersten zu 
einem Bereich eines aus Nukleinsaure bestehenden Analyten 
komplementaren Sequenz 9 und einer zweiten viele Thymin-Reste 
T enthaltenden Sequenz wird mit Osmiumtetroxid und 2,2' -Bi- 
pyridin behandelt. Dabei bilden die Thymin-Reste spezifische 
osmiumhaltige Komplexe Os, welche sich als elektrochemische 
Marker nachweisen lassen. 

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze der so hergestellten Sonde 
werden je 3 \xl einer 10, 25, 50, 100, 250 und 500 ng/ml der 
Osmium-markierten Sonde in Britton Robinson-Puffer 
(0,04 mol/1 H3BO3, 0,04 mol/1 H3PO4 und 0,04 mol/1 CH3COOH ge- 
mischt mit 0,2 mol/1 NaOH) , pH 3 , 9 mittels Dif f erenzieller 
Puis- Vol tammetrie (DPV) mit einer Scan-Rate von 10 mV/s, ei- 
ner Amplitude von 50 mV/s, einer Absorbtionszeit von 240 s 
und einer Scan-Zeit von 12 0 s bis 240 s vermessen. Das Ergeb- 
nis ist dem in Fig. 2 a dargestellten DPV-Voltammogramm zu 
entnehmen. Die Kurven 36, 38, 40, 42, 44 und 4 5 entsprechen 
jeweils 500, 250, 100, 50, 25 oder 10 ng/ml der Osmium- 
markierten Sonde. Fig. 2 b zeigt ein mit demselben Verfahren 
mit 3 \xl einer 250 pg/ml Osmium-markierte Sonde enthaltenden 
Losung erzeugtes DPV-Voltammogramm 46 und ein ohne Sonde er- 
zeugtes DPV-Voltammogramm 47. Die Nachweisgrenze der Osmium- 
markierten Sonde liegt demnach unter 250 pg/ml. Das ent- 
spricht 25 attomol Sonde. 
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In Fig. 3 a ist ein aus Nukleinsaure bestehender Analyt 10 
mit einem Poly-A-Strang (A) n an einem Ende, welcher mit einem 
mit Poly-T (T) n als Fanger-Molekiil 8 beschichteten Partikel 
in Kontakt gebracht wird, dargestellt. Der Analyt 10 bindet 
5 an das Partikel 18 durch Hybridisierung von (A) n mit (T) n . 

Der partikelgebundene Analyt wird mit einer Osmium-markierten 
ersten Sonde 20 in Kontakt gebracht (Fig. 3 b) . Die erste 
Sonde 2 0 weist eine zu dem nicht hybridisierten Bereich des 
Analyten 10 komplementare Sequenz auf . Unter den gewahlten 

10 Bedingungen bindet die erste Sonde 20 an den Analyten 10. Un- 
gebundene erste Sonde 20 wird durch Waschen der Partikel ent- 
fernt. AnschlieiSend wird die gebundene erste Sonde 20 von dem 
Analyten 10 durch Hitzebehandlung freigesetzt (Fig. 3 c) . Die 
erste Sonde 2 0 kann mittels ihrer Osmium- Markierung elektro- 

15 chemisch detektiert werden. 

Der Nachweis kann beispielsweise mit folgenden Komponenten 
durchgefuhrt werden: 

2 0 1. Analyt: 

5'-CTT TT CCT TCT CAA AAA AAA AAA AAA AAA AAA (SEQ ID NO: 2) 

2. Sonde I mit komplementarer Sequenz zum Analyten: 

25 

5 f -TTT TTT TTT TGA GAA GGA AAA AG (SEQ ID NO : 3) 

3. Sonde II ohne komplementare Sequenz zum Analyten: 

3 0 5' -TTT TTT TTT TAG AGA AAG GGA AA (SEQ ID NO: 4) 

Die Thymin-Reste der Sonden I und der zur Kontrolle einge- 
setzt Sonde II sind mit Osmiumtetroxid und 2 , 2 1 -Bipyridin wie 
oben beschrieben markiert worden. 

35 
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Zur Immobilisierung des Analyten werden 4 0 |nl superparamagne- 
tische Partikel mit daran immobilisierten Oligo-T-25meren der 
Firma Dynal, Norwegen zu 40 ^il einer 10 jig/ml des Analyten in 
0,1 mol/1 NaCl, 0 # 05 mol/1 Phosphatpuf f er , pH 7,4 (Inkubati- 
5 onspuffer) enthaltenden Losung zugesetzt. Die Suspension wird 
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Partikel 
werden zwei mal in 100 ^il Inkubationspuf f er gewaschen und in 
einem Volumen von 40 \xl aufgenommen. 

10 Zur Hybridisierung des Analyten mit der Sonde werden 40 jlxI 
des 400 ng/ml der Sonde enthaltenden Inkubationspuf fers zu 
den Partikeln gegeben und fur 3 0 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert. Ungebundene Sonden werden durch viermaliges Wa- 
schen in 100 ^1 Inkubationspuf fer entfernt. Die gebundene 

15 Sonde wird durch Erhitzen auf 85 °C freigesetzt und durch Ab- 
trennen des die Sonde enthaltenden Uberstands abgesondert. 
Zur elektrochemischen Detektion der Osmium-markierten Sonde 
werden 3 |il des Uberstands durch DPV mit einer Absorptions - 
zeit von 2 Minuten in Britton-Robinson-Puf f er , pH 3,87 analy- 

20 siert. Zur Bestimmung einer unspezif ischen Bindung wird der 

Analyt mit der Sonde II in einem separaten Ansatz unter iden- 
tischen Bedingungen in Kontakt gebracht und Inkubiert. 

Das in Fig. 4 dargestellte DPV-Voltammogramm zeigt ein deut- 
25 liches Signal 4 8 der Sonde I und ein sehr schwaches Signal 50 
der zur Kontrolle eingesetzten Sonde II. 

Zur Bestimmung der Sensitivitat der Chronopotentiometrischen 
Stripping Analyse (CSPA) bei Verwendung von Cystein-PNA-Son- 

3 0 den sind verschiedene Konzentrationen von Cystein-PNA (cys- 

PNA) in 5 mmol/1 Phosphatpuf fer , pH 7,0 fur eine Absorbtions- 
zeit von 7 Minuten an einer Elektrode absorbiert worden. 
Fig. 5a zeigt ein dann in 0,2 mol/1 Ammoniumphosphatpuf f er , 
pH 8,5 bei einem Stripping Strom von -2 yxA auf genommenes DPV- 

35 Diagramm mit den Wasserstof f -Peak-Kurven 52, 54 und 56 von 



WO 03/076654 



PCT7EP03/02202 



22 

jeweils 0,375, 0,180 und 0,094 ng/ml cys-PNA. Die Nachweis- 
grenze von cys-PNA lag dabei unter 0,09 ng/ml. Das entspricht 
36 attomol cys-PNA in 1 \xl . Fig. 5b zeigt ein DPV-Diagramm 
von Brdicka's Signalkurven 58, 60 und 62 von jeweils 0,750, 
5 0,375 und 0,187 ng/ml cys-PNA in 1 mmol/1 Co 3+ , 0,1 mol/1 Am- 
moniumphosphatpuf fer, pH 9,47. Dabei lag die Nachweisgrenze 
von cys-PNA unter 0,19 ng/ml. 

Fig. 6a - f zeigen eine schematische Darstellung eines erfin- 
10 dungsgemaSen Verfahrens, bei dem eine erste 20 und eine zwei- 
te Sonde 22 sequenzspezif isch an den Analyten 10 binden. 
Fig. 6a zeigt einen Analyten 10 mit einer singularen ersten 
Bindungsstelle 12 und drei repetetiven zweiten Bindungsstel- 
len 14. Der Analyt 10 wird an einer ersten Oberflache 16 ei- 
15 nes Partikels 18 immobilisiert (Fig. 6b) . Der Analyt 10 wird 
mit der ersten Sonde 2 0 und der zweiten Sonde 22 in Kontakt 
gebracht (Fig. 6c) . Die erste Sonde 20 weist eine Affinitat 
zur ersten Bindungsstelle 12 und die zweite Sonde 22 eine Af- 
finitat zu den zweiten Bindungsstellen 14 auf. Die erste Son- 
2 0 de 20 ist mit einem ersten elektrochemischen Marker 24 und 

die zweite Sonde 22 mit einem zweiten elektrochemischen Mar- 
ker 26 markiert . 

Unter den gewahlten Bedingungen bindet die erste Sonde 2 0 an 
25 die erste Bindungsstelle 12 und die zweite Sonde 22 an die 

zweiten Bindungsstellen 14 (Fig. 6d) . Ungebundene Sonden wer- 
den durch Waschen entfernt. Die Sonden werden von dem Analy- 
ten freigesetzt und zum Nachweis mit einer zweiten als Elek- 
trode dienenden Oberflache 27 in Kontakt gebracht (Fig. 6e) . 
30 Das durch den Marker 24 verursachte Signal Sil und das durch 
den Marker 26 verursachte Signal Si2 werden gemessen 
(Fig. 6f) und zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Das Verhalt- 
nis von Si2 zu Sil entspricht dem Verhaltnis der Zahl der 
zweiten Bindungsstellen 14 zur ersten Bindungsstelle 12 . 
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Fig. 7a - f zeigen eine schematische Darstellung des erfin- 
dungsgemafien Verfahrens, wobei eine erste Sonde 2 0 sequenz- 
spezifisch und eine zweite Sonde 22 sequenzunspezif isch an 
den Analyten 10 bindet. 

5 

Fig. 7a zeigt einen Analyten 10, welcher eine singulare erste 
Bindungsstelle 12 aufweist. Der Analyt 10 wird an einer er- 
sten Oberflache 16 eines Partikels 18 immobilisiert 
(Fig. 7b) . Der Analyt 10 wird mit den ersten Sonden 20 und 

10 zweiten Sonden 2 2 in Kontakt gebracht (Fig. 7c) . Die erste 
Sonde 20 weist eine Bindungsaff initat zur ersten Bindungs- 
stelle 12 auf . Die zweite Sonde 22 weist eine sequenzunspe- 
zif ische Aff initat zu dem Analyten 10 auf. Die zweite Sonde 
22 kann beispielsweise ein DNA-Interkalator sein. Die erste 

15 Sonde 2 0 ist durch einen ersten elektrochemischen Marker 24 

und die zweite Sonde 22 durch einen zweiten elektrochemischen 
Marker 26 markiert . 

Unter den gewahlten Bedingungen binden die erste Sonde 20 und 
20 die zweite Sonde 22 an den Analyten 10 (Fig. 7d) . Ungebundene 
erste 20 und zweite Sonde 22 werden durch Waschen entfernt. 
Gebundene erste 20 und die zweite Sonde 22 werden von dem 
Analyten freigesetzt und mit einer zweiten als Nachweiselek- 
trode dienenden Oberflache 27 in Kontakt gebracht (Fig. 7e) . 

25 

Das durch den Marker 24 verursachte erste Signal Sil und das 
durch den Marker 26 verursachte zweite Signal Si2 werden ge- 
messen (Fig. 7f) und zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Das 
Verhaltnis entspricht dem Verhaltnis der ersten Bindungsstel- 
30 le 12 zu der Gesamtlange des Analyten 10. 

In Fig. 8a ist ein aus Nukleinsaure bestehender Analyt 10 mit 
einer singularen ersten Bindungsstelle 12 und einer bestimm- 
ten Anzahl von Guanin-Resten G dargestellt. Der Analyt 10 
35 wird an einer erste Oberflache 16 eines Partikels 18 immobi- 
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lisiert (Fig. 8b) . Er wird mit einer ersten Sonde 20, welche 
mit einem elektrochemischen Marker 24 markiert ist und eine 
spezifische Affinitat zu der ersten Bindungsstelle 12 auf- 
weist, in Kontakt gebracht (Fig. 8c) . Unter den gewahlten Be- 
5 dingungen bindet die erste Sonde 20 an die erste Bindungs- 
stelle 12 (Fig. 8d) . Ungebundene erste Sonde 20 wird durch 
Waschen entfernt. An den Analyten 10 gebundene erste Sonde 20 
und die Guanin-Reste G werden von bzw. aus dem Analyten 10, 
z. B. durch saure Hydrolyse, freigesetzt und mit einer zwei- 
10 ten als Nachweis-Elektrode dienenden Oberflache 27 in Kontakt 
gebracht (Fig. 8e) . Das durch G erzeugte Signal Sil und das 
durch den Marker 24 erzeugte Signal Si2 werden gemessen 
(Fig. 8f) und zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Das Verhalt- 
nis der Signale Sil zu Si2 entspricht dem Zahlenverhaltnis 
15 der ersten Bindungsstelle 12 zu der Gesamtanzahl an G in dem 
Analyten 10, 

In Fig. 9a ist ein doppelstrangiges DNA-Fragment 11, welches 
eine unbekannte Anzahl von fur eine Triplex- Krankheit spezi- 
fischen repetetiven je eine zweite Bindungsstelle 14 enthal- 
tende Sequenzen und eine singulare eine erste Bindungsstelle 
12 enthaltende Sequenz aufweist. Das DNA-Fragment wird mit 
einem ersten, an seinem 5 • -Ende einen Poly-A-Anteil pA auf- 
weisenden Primer 28 und einem zweiten Primer 3 0 in Kontakt 
gebracht. Die ersten 28 und zweiten Primer 30 binden an je- 
weils einen DNA- Strang des DNA-Fragment s 11 und rahmen dabei 
die zweiten Bindungsstellen 14 und die erste Bindungsstelle 
12 ein (Fig. 9b) . 

30 Durch eine Vervielf altigungsreakt ion wird ein Amplif ikations- 
produkt 32 erzeugt, welches die zweiten Bindungsstellen 14 
und die erste Bindungsstelle 12 sowie den Poly-A-Anteil an 
einem 5 1 -Ende enthalt (Fig. 9c). Das Amplif ikationsprodukts 
32 wird durch Denaturierung von seinem Gegenstrang 33 ge- 

35 trennt und mit einem eine Poly-T-Sonde als Fanger-Molekul pT 
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aufweisenden superparamagnetic schen Partikel 18 in Kontakt ge- 
bracht. Dabei bindet der Poly-A-Anteil pA spezifisch an die 
Poly-T-Sonde pT (Fig. 9d) . 

5 Das an das Partikel 18 gebundene Ampl if ikationsprodukt 32 

wird mit einer ersten Sonde 20, welche eine spezifische Affi- 
nitat zu der ersten Bindungsstelle 12 aufweist und einer 
zweiten Sonde 22, welche eine spezifische Affinitat zu den 
zweiten Bindungsstellen 14 aufweist, in Kontakt gebracht. Die 
10 erste Sonde 20 ist mit einem elektrochemischen Marker 24 und 
die zweite Sonde 22 mit einem elektrochemischen Marker 2 6 
markiert (Fig. 9e) . 

Unter den gewahlten Bedingungen bindet die erste Sonde 2 0 an 
15 die erste Bindungsstelle 12 und die zweite Sonde 22 an die 

zweiten Bindungsstellen 14 "(Fig. 9f) . Der Uberschuss an unge- 
bundener erster 2 0 und zweiter Sonde 22 wird durch Waschen 
entf ernt . 

20 Gebundene erste 2 0 und zweite Sonden 22 werden von dem Ampli- 
t ikationsprodukt 32 freigesetzt und mit einer Nachweiselek- 
trode 27 in Kontakt gebracht (Fig. 9g) . Durch die Marker 24 
und 26 verursachte elektrochemische Signale werden getrennt 
voneinander erf asst . Die Anzahl der repetetiven Sequenzen 

25 wird aus dem Verhaltnis der durch die Marker 24 und 26 er- 

zeugten Signale ermittelt. Das Verfahren ist somit zum Nach- 
weisen und Identif izieren einer Triplex-Krankheit geeignet. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweisen, Quantif izieren und/oder Charak- 
terisieren eines in einer ersten Fliissigkeit enthaltenen Ana- 
5 lyten (10) mit folgenden Schritten: 

a) Inkontaktbringen und Inkubieren des Analyten (10) mit je- 
weils einer eine Affinitat zu dem Analyten (10) aufweisenden 
ersten (20) und zweiten Sonde (22) , wobei die Affinitat der 

10 erste Sonde (20) durch eine spezifische Affinitat zu minde- 
stens einer ersten Bindungsstelle (12) des Analyten (10) be- 
wirkt wird und das Inkubieren unter Bedingungen erfolgt, un- 
ter denen die erste (20) und die zweite Sonde (22) an den 
Analyten (10) binden, 

15 

b) Markieren der ersten Sonde (2 0) durch mindestens einen 
elektrochemisch spezifisch nachweisbaren ersten Marker (24) , 
zumindest wenn sie nicht bereits elektrochemisch spezifisch 
nachweisbar ist, 

20 

c) Markieren der zweiten Sonde (22) durch mindestens einen 
elektrochemisch spezifisch nachweisbaren zweiten Marker (26) , 
zumindest wenn sie nicht bereits elektrochemisch spezifisch 
nachweisbar ist, 

25 

d) Absondern der an den Analyten (10) gebundenen ersten (20) 
und zweiten Sonde (22) , 

e) Detektion eines durch die abgesonderte erste Sonde (20) 

3 0 oder den ersten Marker (24) verursachten ersten elektrochemi- 
schen Signals (Sil) und eines durch die abgesonderte zweite 
Sonde (22) oder den zweiten Marker (26) verursachten zweiten 
elektrochemischen Signals (Si2) und 
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f) Nachweisen, Quantif izieren und/oder Charakterisieren des 
Analyten (10) mittels eines Verhaltnisses zwischen dem ersten 
(Sil) und dem zweiten Signal (Si2) . 

5 2. Verfahren zum Nachweisen, Quantif izieren und/oder Charak- 
terisieren eines in einer ersten Flussigkeit enthaltenen Ana- 
lyten (10) mit folgenden Schritten: 

a) Inkontaktbringen und Inkubieren des Analyten (10) mit je- 
10 weils einer eine Affinitat zu dem Analyten (10) aufweisenden 

ersten Sonde (20) , wobei die Affinitat der erste Sonde (20) 
durch eine spezifische Affinitat zu mindestens einer ersten 
Bindungsstelle (12) des Analyten (10) bewirkt wird und das 
Inkubieren unter Bedingungen erfolgt, unter denen die erste 
15 Sonde (20) an den Analyten (10) bindet, 

b) Markieren der ersten Sonde (2 0) durch mindestens einen 
elektrochemisch spezifisch nachweisbaren ersten Marker (24) , 
zumindest wenn sie nicht bereits elektrochemisch spezifisch 

20 nachweisbar ist, 

c) Markieren des Analyten (10) durch mindestens einen elek- 
trochemisch spezifisch nachweisbaren zweiten Marker (26) , zu- 
mindest wenn der Analyt (10) nicht bereits elektrochemisch 

25 spezifisch nachweisbar ist, 

d) Absondern des von der ersten Sonde (20) gebundenen Analy- 
ten (10) und der von dem Analyten (10) gebundenen ersten Son- 
de (20) , 

30 

e) Detektion eines durch die abgesonderte erste Sonde (20) 
oder den ersten Marker (24) verursachten ersten elektrochemi- 
schen Signals (Sil) und eines durch den abgesonderten Analy- 
ten (10) oder den zweiten Marker (26) verursachten zweiten 

35 elektrochemischen Signals (Si2) und 
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f) Nachweisen, Quantif izieren und/oder Charakterisieren des 
Analyten (10) mittels eines Verhaltnisses zwischen dem ersten 
(Sil) und dem zweiten Signal (Si2) . 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei eine zur Detekti- 
on eingesetzte Elektrode (27) nicht mit der ersten Flussig- 
keit in Kontakt gebracht wird. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Analyt (10) vor dem Schritt lit. e, insbesondere vor dem 
Schritt lit. a, von der ersten Fliissigkeit abgetrennt und in 
eine zweite Fliissigkeit uberfiihrt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Analyt (10) , insbesondere spezifisch, von einem Fanger- 
Molekiil (pT, (T) n ) gebunden wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Fanger-Molekul (pT, (T) n ) an einer ersten (16) oder zwei- 
ten Oberflache immobilisiert wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Fanger-Molekul (pT, (T) n ) eine Nukleinsaure, ein Analogon 
einer Nukleinsaure, insbesondere eine Peptidnukleinsaure 
(PNA) , ein Antikorper oder ein Rezeptor ist . 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Fanger-Molekul (pT, (T) n ) ein Aff initatsmolekiil , insbe- 
sondere Streptavidin, Avidin oder Biotin, oder ein biotiny- 
liertes Oligonukleotid auf weist . 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (20) oder zweite Sonde (22) oder der Analyt (10) 
ein Aff initatsmolekiil, insbesondere Biotin, Avidin oder 
Streptavidin, enthalt . 
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10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Analyt (10) eine, insbesondere ein poly-T-Ende (pT, (T) n ) 
Oder ein poly-A-Ende (pA, (A) n ) aufweisende, Nukleinsaure 
ist . 

5 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das Charakterisieren durch das Bestimmen der Lange der Nu- 
kleinsaure erf olgt . 

10 12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Analyt (10) vor oder wahrend Schritt lit. a mittels einer 
Nukleinsaurevervielf altigungsreaktion, insbesondere einer 
PCR, vervielfaltigt wird. 

15 13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Analyt (10) vor dem Schritt lit. d, insbesondere vor dem 
Schritt lit. a, an der ersten (16) oder zweiten Oberflache 
immobilisiert wird. 

2 0 14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste Oberflache (16) die Oberflache eines, insbesondere 
superparamagnetischen, Partikels (18) ist. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Partikel (18) einen 
25 Durchmesser von 10 nm bis 100 Mm, insbesondere 1-10 Mm, 

aufweist . 

16. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die zweite Oberflache eine zur Detektion dienende, insbeson- 

30 dere einen elektrisch leitfahigen Kunststoff oder ein elek- 
trisch leitfahiges Polymer, Quecksilber, Amalgam, Gold, Pla- 
tin, Kohlenstoff oder Indium- Zinnoxid enthaltende, Elektrode 
(27) ist. 
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17, Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die zweite Sonde (22) eine spezifische Affinitat zu minde-.. 
stens einer spezifischen zweiten Bindungsstelle (14) des Ana- 
lyten (10) auf weist . 

18. Verfahren nach dem vorhergehenden Anspruch, wobei der 
Analyt (10) eine bekannte Anzahl erster Bindungsstellen (12) 
und eine unbekannte Anzahl zweiter Bindungsstellen (14) auf- 
weist . 

19, Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der Analyt (10) ein DNA-Fragment ist, welches infolge einer 
Triplex-Ausdehnungskrankheit , wie dem fragilen X-Syndrom, der 
Huntingtonschen Krankheit, der bulbaren Muskelatrophie, der 
spinozerebellaren Ataxie Typ I, der myotonischen Dystrophie 
oder der Friedreich Ataxie, repetetive Sequenzen auf weist. 

20. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste Sonde (20) von dem Analyten (10) und/oder der Ana- 

20 lyt (10) von der ersten (16) oder zweiten Oberflache zwischen 
Schritt lit. d und Schritt lit. e, insbesondere durch Hitze- 
denaturierung, chemische Denaturierung, enzymatischen Verdau 
oder chemischen Abbau, freigesetzt wird. 

25 21. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (20) und die zweite Sonde (22) von dem Analyten 
(10) oder die erste Sonde (2 0) von dem Analyten (10) und der 
Analyt (10) von der ersten (16) oder zweiten Oberflache je- 
weils getrennt voneinander freigesetzt und dann detektiert 

30 werden. 

22. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste Marker (24) und/oder der zweite Marker (26) , insbe- 
sondere jeweils getrennt voneinander, von der ersten (20) 
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und/oder zweiten Sonde (22) oder dem Analyten (10) freige- 
setzt und dann detektiert werden. 

23. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
5 der erste (24) und/oder der zweite Marker (26) durch enzyma- 

tischen Verdau oder chemischen Abbau freigesetzt werden. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (20) und/oder zweite Sonde (22) eine Nukleinsaure 

10 oder ein Analogon einer Nukleinsaure, insbesondere eine Pep- 
tidnukleinsaure (PNA) , ist . 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (20) und/oder zweite Sonde (22) sequenzspezif isch, 

15 insbesondere durch Hybridisierung, an den Analyten (10) bin- 
det . 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
das erste (Sil) oder zweite Signal (Si2) jeweils von einer 

20 durch den ersten (24) oder zweiten Marker (26) bewirkten ka- 
talytischen Wasserstof f f reisetzung verursacht wird. 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (24) und/oder der zweite Marker (26) reversibel re- 

25 duzierbar oder oxidierbar ist. 

28. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
der erste (24) oder zweite Marker (26) einen Osmium- Komplex, 
ein Nanogold-Partikel , eine Cystein-, Ferrocenyl-, Daunomy- 

3 0 zin-, Benzochinon- f Naphthochinon- , Anthrachinon- oder p- 

Aminophenol-Gruppe oder einen Farbstoff , insbesondere Indo- 
phenol, Thiazin oder Phenazin, aufweist. 
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29. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (20) oder zweite Sonde (22) durch mehrere Marker.. 
(24 , 26) markiert ist . 

5 30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die erste (20) oder zweite Sonde (22) eine lineare Primar- 
struktur aufweist, an deren einem Ende der Marker (24, 26) 
angeordnet ist. 

10 31. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Detektion des ersten (Sil) und des zweiten Signals (Si2) 
an derselben Elektrode und/oder durch dasselbe elektrochemi- 
sche Nachweisverf ahren erf olgt . 

15 32. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Detektion mittels kathodischer Stripping Voltammetrie 
(CSV) , Rechteckwellen-Voltammetrie, zyklischer Voltammetrie 
oder Chronopotentiometrie erf olgt . 

20 33. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei 
die Detektion mittels eines reversiblen Redoxprozesses oder 
einer katalytischen Wasserstof f entwicklung erf olgt . 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

<110> november Aktiengesellschaf t Gesellschaft fur Molekulare Medizin 

<120> Verfahren zum Nachweisen, Quantif izieren und/oder 
Charakterisieren eines Analyten 

<130> 432623EH 

<140> 
<141> 

<160> 4 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 97 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Willkurliche 
Sequenz 

<400> 1 

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aattcttctt cttcttcttc ttcttcttct tcttcttctt 60 
cttcttcttc ttcttcttct tcttcttctt cttcttc 97 

<210> 2 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz : Willkurliche 
Sequenz 

5 <400> 2 

cttttccttc tcaaaaaaaa aaaaaaaaaa aa 32 



<210> 3 

10 <211> 23 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 



<220> 

15 <223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Willkurliche 
Sequenz 



20 



<400> 3 

tttttttttt gagaaggaaa aag 23 



<210> 4 

<211> 23 

<212> DNA 

2 5 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Willkurliche 
Sequenz 

30 

<400> 4 

tttttttttt agagaaaggg aaa 
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Fig. 2a 
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□ BLACK BORDERS I 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
□'FADED TEXT OR DRAWING 
tJ^LURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to; 
the IFW Image Problem Mailbox. 



